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研究成果の概要（和文）：  
Foxp3+制御性 T 細胞(regulatory T cells; Treg)は自己免疫寛容の確立・維持に重要な役割を担って
いる。本研究では、次世代 DNA シーケンサーを用いて T 細胞レセプター(TCR)レパトアの
high-throughput 解析法を確立し、Foxp3+ T 細胞と Foxp3- T 細胞の TCR レパトア解析を行った。
その結果、両者のレパトアは大きく異なっており、その違いは胸腺分化の段階で確立されるも
のの、Treg レパトアは末梢においてさらに再編成を受けることが明らかになった。また、正常
個体においては Foxp3+ T 細胞に由来する Foxp3-ヘルパーT 細胞が存在するが、それらの TCR
レパトアは Treg の TCR レパトアとは大きく異なっていた。以上の結果から、Treg へのコミッ
トメントには TCR 特異性が重要な役割を担っていると考えられた。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Foxp3+ regulatory T (Treg) cells play a key role in establishing and maintaining natural 
self-tolerance. We have established a novel method for high-throughput analysis of the 
T cell receptor (TCR) repertoire using the next generation sequencing technology. By 
applying this method, we have analyzed the TCR repertoires of Foxp3+ and Foxp3- T cells 
and found that they are largely distinct. While this dissimilarity was established within 
the thymus, the repertoire of Foxp3+ T cells was reshaped substantially in the periphery. 
In addition, we have also found that the normal T cell repertoire harbored a population 
of Foxp3- helper T cells with previous history of Foxp3 expression and that their TCR 
repertoire was distinct from Foxp3+ Treg cells. Our results suggest that TCR specificity 
plays a central role in the lineage commitment of Treg cells.  
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胞、細胞分化 
 
 
１．研究開始当初の背景 

免疫系が「自己」「非自己」を識別し、「自

己」に対する寛容性を獲得・維持するメカニ

ズムを解明することは免疫学における最も

本質的な課題の一つであり、またその破綻が

関係する様々な疾患（自己免疫病、アレルギ

ー、炎症性疾患、がん、慢性感染症など）を

克服する上でも重要である。近年、末梢二次

リンパ組織には胸腺における負の選択（クロ

ーン除去）を免れた自己反応性 T 細胞が多数

存在し、これらは免疫応答を抑制する機能に

コミットした制御性 T 細胞（regulatory T cells, 
Treg）と呼ばれる別個の T 細胞系列によって

能動的に抑制されて自己寛容が成立してい

ることが明らかになってきた(Hori et al., Adv 
Immunol, 2003)。我々は、ヒトおよびマウスに

自然発症する自己免疫疾患 IPEX の原因遺伝

子 Foxp3 が Treg の発生・分化と抑制機能を司

るマスター遺伝子として機能することを初

めて明らかにし、Treg の発生・機能異常が実

際に IPEX という重篤な自己免疫疾患の直接

的な原因であることを示し、Treg が自己免疫

寛容の成立に中心的な役割を果たしている

ことを証明した (Hori et al., Science, 2003; 
Komatsu and Hori, PNAS, 2007)。 

Treg がどのような抗原を認識することで

分化し、どのような抗原を認識することで活

性化して免疫応答を抑制するのかという、抗

原特異性の問題を解明することは、Treg を介

した「自己」「非自己」の識別ルールを知る

上で本質的な課題である。また、Treg の抗原

特異性を明らかにすることは、抗原特異的な

Treg を活性化・増殖させてこれを様々な免疫

疾患の抗原特異的な治療に応用するために

も重要な課題である。 
本研究開始時、Foxp3+ T 細胞 (Treg)及び

Foxp3- T 細胞 (conventional T cells, Tconv)の
TCR レパトア解析から、Treg と Tconv の TCR
レパトアは（重なりはあるものの）異なって

おり、両者は異なった抗原を認識すると考え

られていた。しかしながら、従来の方法は

TCR の RT-PCR クローニングとサンガー法に

よる個々のクローンのシーケンス解析とい

う low-throughtput な方法によっており、解析

可能な範囲は 102-103 クローン程度に限られ

ていた。マウス末梢リンパ組織には Treg, 
Tconv はそれぞれ 106, 107 個のオーダーで存

在しており、従来の研究から得られた、TCR
レパトアのごく限られた一部に関する情報

がどの程度全体を反映しているのか不明で

あった。 
一方、Treg は主に胸腺において T 細胞レセ

プター(TCR)を介して胸腺上皮細胞、樹状細

胞に提示される自己抗原を強く認識するこ

とで Foxp3 が誘導されて分化すると考えられ

ている(thymus-derived Treg, tTreg)。また、末

梢においてナイーブCD4+ T細胞が特定の“文

脈”（例えば TGF-β 存在下）で抗原を認識す

ることでFoxp3を発現してTregに分化するこ

とも示されている(inducible Treg, iTreg)。しか

しながら、これらの研究は主に外来抗原をモ

デル抗原として認識する TCR トランスジェ

ニックマウスを用いて成されており、正常個

体に存在する Treg 分化における TCR 特異性

の役割は不明であった。また、正常個体に存

在する Treg における tTreg と iTreg の寄与の

程度に関しても不明であった。 
 
 
２．研究の目的 
 本研究は、Treg 分化における TCR 特異性
の役割を明らかにするために、従来のアプロ
ーチの問題点を克服し、正常個体に存在する
Treg の TCR レパトアを解析することを目指
した。このために、まずクローン技術を応用
し、若山照彦博士（理科学研究所発生・再生
科学総合研究センター）と共同で正常マウス
から単離したTregの核を移植したES (nuclear 
transfer ES, ntES) 細胞を 6 クローン樹立した。
そしてこの ntES 細胞を用いて Treg 由来 TCR
をモノクローナルに発現する”Treg-TCR”マウ
スモデルの樹立を試みた。さらに、従来の
TCR レパトア解析の low-throughput という問
題点を克服するために、次世代 DNA シーケ
ンシング技術を活用した high-throughput 解析
法の確立を目指した。 

一方、我々は本研究の途上で、正常個体に

存在する Foxp3+ T 細胞のうち少なくとも一

部は炎症などの環境変化に応じて Foxp3 発現

を失ってヘルパーT 細胞へ分化する可塑性を

示すことを明らかにした (Komatsu et al., 
PNAS, 2009; Tsuji et al., Science, 2009)。Treg の

多くが胸腺においてその自己反応性に基づ

いて分化することを考えれば、このような

Foxp3+ T細胞の可塑性は自己免疫疾患の発症

に直結すると考えられた。そこで、本研究で

はこのような Foxp3 発現を失った”ex-Foxp3”
ヘルパーT 細胞と Foxp3+ T 細胞の TCR レパ

トアを比較解析し、どのような特異性を持っ

た Foxp3+ T 細胞がそのような可塑性を示す

のか検討した。 



 
 
３．研究の方法 
(1) “Treg-TCR”マウスの作製・解析 
 Treg に発現している TCR をモノクローナ
ルに発現するマウスモデルを作製するため
に、樹立した ntES 細胞からキメラマウスを作
製し、germ-line transmission により Treg 由来
TCR を発現する Treg-TCR マウスの樹立を試
みた。最終的に 1 つの ES クローン(1D2)から、
遺伝子再構成を受けた機能的な TCRβ遺伝子
を受け継いだ 1D2β マウスが樹立されたが、
機能的な TCRα 遺伝子(1D2α)を受け継いだマ
ウスを樹立することができなかった。そこで、
1D2α cDNA をクローニングし、これを CD4
プロモーター・エンハンサーの制御下で
CD4+CD8+胸腺細胞以降の T 細胞分化段階で
発現するトランスジェニックマウスを樹立
した。さらに、交配によりこのマウスを
TCRβ1D2/1D2. TCRCα-/-. Foxp3hCD2 背景とし、
1D2αβ TCR のみをモノクローナルに発現す
るマウスを作製して、flow cytometry により
Treg 分化を解析した。 
 
(2) 次世代 DNA シーケンサーを用いた

high-throughput TCR レパトア解析 
本研究で得られた 1D2β マウスを活用し、こ
のマウスを用いて TCRαレパトア解析を行っ
た。交配によりこれを TCRβ1D2/1D2. TCRCα+/-. 
Foxp3hCD2背景とすることで 1 個の Vα配列=1
クローンであることを保証した。胸腺および
末梢二次リンパ組織（脾臓・リンパ節）から
Foxp3+CD4+CD8-細胞(Treg)および Foxp-CD4+ 

CD8-細胞(Tconv)をソーティングにより純化
し、そこから Vα2 cDNA 断片を RT-PCR によ
り増幅して PCR 産物を精製した。この DNA
を 454 GS FLX+または GS Junior System 
(Roche)を用いて high-throughput sequencing 解
析を行った。そして、専用のデータ解析パッ
ケージを開発して得られた大容量データを
解析し、さらに複数の統計学的解析手法(PCA
解析、クラスター解析など)および生態学的解
析手法(Morisita-Horn similarity index など)を
用いてレパトアの多様性と相同性を解析し
た。 
 
(3) exFoxp3 T 細胞の TCR レパトア解析 
 正常個体において Foxp3+ T 細胞の fate 
mapping 解析を行うため、Foxp3 遺伝子座に
GFP-Cre 融合蛋白をノックインし、これを Cre
レポーターマウスである ROSA26tdRFP ノック
イ ン マウス と 交配さ せ た。 Foxp3GFPCre. 
ROSA26tdRFP マウスの末梢 CD4+ T 細胞中に
確かに GFP-RFP+ exFoxp3 T 細胞が分化し、そ
れらは様々な炎症性サイトカインを産生す
るエフェクター・メモリーT 細胞としての形
質を示した(Miyao et al., Immunity, 2012)。この

マウスを交配により TCRβ1D2/1D2. TCRCα+/-背
景とし、末梢 CD4+ T 細胞を GFP-RFP-CD44low 
(naïve, Tn), GFP-RFP-CD44high (RFP- memory, 
Tm), GFP-RFP+CD44high (RFP+ Tm), GFP+ 
(Treg)に分画してその Vα2 レパトアを解析し
た。 
 
 
４．研究成果 
(1) “Treg-TCR”マウスにおける Treg 分化 
得られた 1D2α Tg. TCRβ1D2/1D2. Cα-/-マウス

を解析したところ、末梢リンパ組織において
CD4+細胞中約 0.5%が Foxp3+であり、この
1D2αβTCRによってTreg分化が誘導され得る
ことが分かった。興味深いことに、胸腺にお
いては Foxp3+CD4+CD8-細胞は検出されなか
ったことからこのマウスに分化する Treg は
iTreg であると考えられた。 

 
(2) 次世代 DNA シーケンサーを用いた

high-throughput TCR レパトア解析 
 各 T 細胞サブセットから、最大 105個程度
の配列が得られ、従来よりも 102-3大きいデー
タを得ることができた。これにより、Treg と
TconvのTCRレパトアの網羅的かつ定量的な
解析が初めて可能になった。 

解析の結果、Treg, Tconv両者において、個々
の TCR クローンは均等に発現されているわ
けではなく、集団は、abundant に発現する比
較的少数のクローンと多数の rare クローンか
ら構成されることがわかった。 
末梢TregとTconvとで共通に発現するクロ

ーンは全体の約 10%程度あったが、その共通
に存在するクローンもTregとTconvの間で発
現レベルに差があった。従って、Treg と Tconv
の TCR レパトアは定量的に異なっていると
結論された。この Foxp3+ T 細胞と Foxp3- t
細胞の TCR レパトアの違いは既に胸腺細胞
においても認められたことから、胸腺におけ
る Treg への運命決定における自己抗原認識
の重要性が支持された。 
一方、胸腺と末梢の間で比較を行うと、Treg

の相同性は Tconv と比べて低く、Treg レパト
アは末梢において大きく再編成されること
が明らかになった。 
 
(3) exFoxp3 T 細胞の TCR レパトア解析 
 Tn, RFP- Tm, RFP+ Tm, Tregのレパトアを解
析し、クラスター解析を行った。その結果、
RFP+ Tm は Treg とは異なっており、むしろ
RFP- Tm とより近縁の関係にあることが明ら
かになった。この結果は、exFoxp3 T 細胞は
Treg に由来するのではなく、Tconv 細胞の活
性化に伴う、無差別で一過的な Foxp3 発現を
反映するという我々の結果 (Miyao et al., 
Immunity, 2012)を強く支持するものである。
さらに、exFoxp3 T 細胞と Foxp3+ T 細胞の



TCR レパトアが異なるという知見は、TCR シ
グナルが Foxp3+ T 細胞が Treg に安定にコミ
ットするか exFoxp3 ヘルパーT 細胞に分化す
るかの運命を決定している可能性を示唆す
る。 
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